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論　文　の　内　容　の　要　旨
　本研究は，マウスの胎児期の脳でみられる神経細胞の運動を，より生体内に近い状態で可視化する事を目
指して新規な胎児脳の培養法を提案し，その方法を使用して，神経細胞運動の詳細な機構の解明を目的とす
るものである。胎児期の脳の構築には，他の臓器とは異なり，細胞分裂・細胞の分化と共に神経細胞の移動
が特に重要な役割を担っている。
　胎児期の脳は，単純化すると，中心に空隙を持つ球体と見ることが出来る。空隙の周辺部で分裂を終え
た神経細胞は，表層に向かって移動（Radial Migration）し多層構造を形成すると共に，表面に沿った移動
（Tangential Migration）を行い，脳の複雑な構造を構築する。神経細胞は決められた位置に到着して初めて
その機能を発揮する。この移動を観察するために，これまで主に 2つの方法が試みられている。1）空隙内
に放射性同位元素や色素を入れ細胞を標識する。一定時間が経過した後，脳を固定し，標識された神経細胞が，
どの部位に移動しているかを観察する。脳内で細胞移動が起こっている部位・時期・ルートの解明が容易に
なる（短所：脳を固定するので，リアルタイムの観察が出来ない）。2）脳を薄くスライスし，それを培養す
る。培養しているスライスを顕微鏡下で観察する。リアルタイムでの観察が可能で，各種薬物に対する影響
も見ることが出来る（短所：脳を切断するので，移動に重要な構造を破壊し，本来の移動とは違うものを見
ている可能性がある）。これらの短所を克服し，さらに研究を進めるためには，脳の構造を傷つけず，かつ，
リアルタイムで細胞運動を観察できる方法が必要となってきている。
　本研究では，胎児期の神経細胞を特異的に標識し，顕微鏡で観察するために，まず緑色蛍光蛋白質（GFP）
を発現するトランスジェニックマウスを作成した。GFP発現制御には，胎児期の神経細胞で特異的に発現
するチュブリン 1蛋白質遺伝子のプロモーター部位を利用した。作成したトランスジェニックマウスの脳
スライス切片を免疫染色する事により，胎児期の神経細胞及び前駆細胞のみで GFPを発現していることを
確認した。次に GFPを発現している胎児の脳を取り出し，培養用シャーレ上で細胞培養で用いられるゲル
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で包埋した。顕微鏡ステージ上に簡易培養装置を設置し，その中でゲルで包埋した脳の培養を行った。観
察部位は，脳の先端部に位置し，観察が容易な嗅球部を選択した。この方法により，脳の構造を傷つけるこ
となく，神経細胞の運動を観察する事が可能となった。胎児期の嗅球部では，時期特異的（受精後 13.5日
から 14.5日）に，今まで報告のなかった速度の速い細胞運動が起こっていることがわかった。神経細胞は，
アメーバ状に形態変化を行いながら嗅球内を移動し，その平均速度は 270 m/hr以上であった。培養液中
に薬物を投与する各種薬理学的な実験により，この運動には細胞外のカルシウムイオンが必要であり，カル
シウムイオンは神経細胞膜上に存左するチャネルを通って細胞内に流入し作用すると予想された。また，こ
の運動は，アクチン重合阻害薬によって顕著に阻害されるため，細胞骨格を形成するアクチン蛋白質が関与
する機構が存在すると考えられた。嗅球の放射状グリア細胞の分布との比較検討により，この運動は，今ま
でに知られている Radial Migrationではなく，Tangential Migrationであることが確認された。
　さらに，このゲルで包埋する培養法を胎児の全培養に適用し，神経前駆細胞で特異的に GFPを発現して
いるトランスジェニックマウスを用いて，胎児期の表皮近傍の神経細胞の動きを経時的に観察した。その結
果，胎児の耳たぶにおいて，シュワン細胞と考えられる GFP発現細胞の集積が観察され，そのシュワン細
胞が，近傍の神経細胞束に接着し，その周りを覆っていく現象が観察された。
　新しく開発した胎児脳の培養法を用いた観察により，今まで報告されていない新規な神経細胞の移動形態
が観察された。この発見は，胎児期の脳が構築されていく過程を解明するにあたって，大きな貢献をすると
考えられる。また，この培養法を胎児の全培養に適用する事により，体表近傍の感覚神経の形成過程を観察
する事が出来るようになった。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，マウスの胎児期における脳神経系の構築過程を観察するにあたって，問題となっていたサンプ
ル作成時の脳構造の損傷を少なくし，より生体内に近い状態での観察法を開発し，従来観察できなかった詳
細な神経細胞運動の機構を解明する事を目的とした研究である。まず，胎児期の神経細胞で特異的に緑色蛍
光蛋白質を発現しているトランスジェニックマウスの作成に成功し，その胎児の脳及び身体全体を，細胞外
マトリックスが主成分のゲルで包埋する事により，脳の構造に損傷を与えることなく神経細胞の移動を観察
できる方法を新規に開発した。この方法を用いることにより，今まで報告されていなかった嗅球部での，脳
表面に沿った方向の運動（Tangential Migration）を観察し，その運動の詳細な機構を解明することに成功
した。また，体表面の観察により，今まで報告のなかった胎児期の耳の周辺での神経細胞の動態を観察する
ことにも成功した。本研究で開発した培養法及び観察結果は，新規に報告されたもので独創的な研究と言え
よう。なお，この発見は，胎児期の脳が構築されていく過程さらに体表近傍の感覚神経の形成過程を解明す
るにあたって，大きな貢献をすると考えられる。また，この培養法及び観察法は特殊な技能や高価な器具を
必要とするものではなく，多くの研究者が行うことが可能であり，今後，この方法を用いて脳を含む胎児全
体の神経ネットワークの構築を解明していく事が可能となるであろう。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
